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1. RESUM 
 
L’all és un aliment que durant la història ha tingut un paper important en la salut. Al llarg de 
diversos estudis s’ha demostrat que el seu alt contingut en substàncies nutritives com els 
compostos organosulfurats, es beneficiós per l’organisme, ja que activen elements de resposta 
antioxidant, fan que NRF2 es dissociï de Keap 1 i així promouen la transcripció de gens 
antioxidants per poder regular l’estrès oxidatiu. Es va voler estudiar els efectes d’aquests 
compostos segons les diferents parts de l’all que s’utilitzés, ja que normalment no es coneix 
gaire les propietats de les diferents parts de l’all que no es consumeixen. Es va observar com 
afectaven a la dissociació de NRF2, la seva translocació al nucli de les cèl·lules CACO2 en un 
procés in vitro  i es va mirar la capacitat antioxidant de una extracció química dels antioxidants 
i amb una extracció fisiològica. La fulla de protecció era la que més semblava induir la 
translocacció de NRF2, tot i que la diferencia no era significativa. També va ser la que tenia 
més capacitat antioxidant, tant en cru com en el digerit, tot i això es necessitaria repetir més 
vegades les probes per poder tenir evidència científica. 
 
Paraules clau: all, compostos organosulfurats, NRF2, capacitat antioxidant, CACO2 
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2. RESUMEN 
 
El ajo es un alimento que durante toda la historia ha tenido un papel importante en la salud. 
Con los años, diferentes estudios han demostrado que su contenido en sustancias nutritivas 
como los compuestos organosulfurados,  es beneficioso para el organismo, ya que activan 
elementos de respuesta antioxidante, que hacen que NRF2 se disocie de Keap1 y así 
promueven la transcripción de genes antioxidantes para poder regular el estrés oxidativo. Se 
quiso estudiar los efectos de estos compuestos según las diferentes partes del ajo que no se 
consumían. Se observó cómo afectaban a la disociación de NRF2, su translocación al núcleo de 
las células CACO2 en un proceso in vitro y también se estudió su capacidad antioxidante de 
una extracción química de los antioxidantes y una extracción fisiológica. La hoja de protección 
era la que más parecía inducir la translocación de NRF2, aunque la diferencia no era 
significativa. También fue la que tenía más capacidad antioxidante, en el crudo como en el 
digerido, aun y así, es necesario repetir más veces las pruebas para poder tener evidencia 
científica.  
 
Palabras clave: ajo, compuestos organosulfurados, NRF2, capacidad antioxidante, CACO2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6 
 
3. ABSTRACT 
 
Garlic is food which history has had a very important role in health. Over the years, several 
studies have demonstrated that its high levels in nutrients such as organosulfurates 
compounds are beneficial for organism because they activate antioxidant response elements, 
make NRF2 is decoupled Keap1 and so promote antioxidants gene transcription to regulate 
oxidative stress. We wanted to study the effects of these compounds in different garlic’s parts 
that were unfit for consumption. It observed how they affected NRF2’s dissociation, its 
translocation to the nucleus of the Caco2 cells in an in vitro process and the antioxidant 
capacity of its chemical extraction and its physiological antioxidants extraction was also 
studied. The protective sheet was seemed which induce more levels of translocation of NRF2, 
although the difference was not significant. It was the protective sheet too which had more 
antioxidant capacity in the raw and digested, even so, it is necessary to repeat the tests several 
times to have scientific evidence. 
 
Key word: garlic, organosulfurate compounds, NRF2, antioxidant capacity, CACO2 
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4.  ANTECEDENTS 
4.1.CARACTERÍSTIQUES I PARTS DE L’ALL 
 
El all (allium sativum L.) és una planta de la família de les liliàcies que està composta per 
diferents parts [1]:  
 La fulla de floració: una tija comprimida que és la base del bulb i és on es recolzen els 
grans d’all, aquesta va de sota a dalt fins sortir per la falsa tija, sota d’aquest tija hi ha 
el disc, on creixen les arrels.  
 Fulles que envolten el bulb: poden ser estèrils (no contenen gra d’all) o fulles fèrtils 
(contenen grans d’all). 
 Bulbets o grans d’all: aquests estan formats per:  
 Fulla de protecció: normalment és d’un color morat, no té lamina.  
 Fulla de reserva: teixit compacte que representa gairebé tot el pes del bulb, les 
reserves que s’acumulen s’utilitzaran per les noves brotacions.  
 
L’all ha tingut un paper important tant en la cuina com en la medicina degut als seus beneficis 
per la salut. Antics texts mèdics citen aplicacions terapèutiques per l’all, per exemple, en el cas 
de l’Antic Egipte, el Codex Ebers (~1550 A.C.) parlava dels usos de l’all per augmentar la 
resistència a les malalties circulatòries, a l’Antiga Grècia, Hipòcrates considerava l’all com a 
laxant, diürètic i per problemes pulmonars, i encara en l’actualitat, de forma tradicional i 
popular [2,3], s’utilitza l’all de forma terapèutica, a més a més, hi ha una gran quantitat 
d’evidència científica que diu que l’all té efectes beneficiosos en malalties cardiovasculars 
disminuint la pressió arterial i reduint el colesterol en sang i els triglicèrids [4], un efecte 
antitumoral preventiu degut a la gran quantitat de compostos bioactius que modulen el 
mecanisme de la carcinogènesi [5], efecte hipoglucèmic i per tant, beneficiós per la diabetes 
mellitus [6] i altres efectes saludables [7].   
 
 
4.2. COMPOSICIÓ DE L’ALL 
 
La composició de l’all inclou moltes substàncies nutritives i beneficioses per la salut com són la 
vitamina C, vitamina A, B1 i B2, B6, el iode, el fòsfor i el potassi entre d’altres, però a part 
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d’aquests nutrients, l’all conté més de 2000 substàncies biològicament actives que inclouen els  
compostos organosulfurats, els flavonoides i les pectines [8,9]. 
 
4.2.1. COMPOSTOS ORGANOSULFURATS  
 
Els compostos organosulfurats, que són els responsables de l’olor característic de l’all, inclouen 
la S-al·lilcisteïna, la al·liïna i la escordidina A i B, que són precursors. En el cas de la S-
al·lilcisteïna, és precursora de l’al·liïna, aquesta és una sulfòxid derivat de la cisteïna que es 
troba en el citoplasma [10], quan l’all es manipula, es talla, es pega cops o es tritura, l’al·liïna 
entra amb contacte amb l’enzim al·linasa, es converteix en al·licina i de l’al·licina passa a 
diferents metabòlits, els quals es mostren en la Imatge 1 com els tiosulfinats, al·lil sulfides, 
l’ajoene i les ditiïnes; que són responsables dels efectes beneficiosos i de l’alt poder 
antioxidant que se li atribueix a l’all, ja que són capaços de induir enzims citoprotectors contra 
l’estrès oxidatiu [11, 12]. 
 
 
 
 
Imatge 1. Metabolisme de la al·liïna. En la imatge es representa com a partir de l’al·liïna es 
formen diferents compostos organosulfurats bioactius.[13] 
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4.2.2. PRODUCTES DERIVATS DELS COMPOSTOS ORGANOSULFURATS 
 
Degut a aquests beneficis per la salut, s’ha investigat i comercialitzat diferents compostos de 
l’all per fer nutracèutics, l’al·licina es una substància molt inestable, per això en el mercat no 
està gairebé present en els productes, però si els seus precursors o derivats [14]:  
 Extracte d’all envellit: extracció d’all fresc envellida en etanol, conté compostos de S-
al·lilcisteïna solubles en aigua, saponines i algun compost sulfurat soluble en lípids.  
 Càpsules d’oli d’all: per destil·lació en oli, contenen els sulfurs solubles en aigua de la 
degradació de l’al·licina, però no està estandarditzada la tècnica, no es gaire fiable.  
 Tabletes d’al·licina estabilitzada (Garlicina): l’all aixafat per l’aparició de l’al·licina i 
posteriorment dessecat. 
 Càpsules de pols d’all amb olor controlat: contenen l’al·liïna i s’afegeix l’al·linasa per a 
que a l’estómac es faci la conversió. 
 Tabletes parcialment oloroses: s’asseca i es polvoritza l’all, conté l’al·liïna i l’al·linasa i a 
l’estómac es forma al·licina [15]. 
 
 
4.3. ESTRÈS OXIDATIU I DEFENSA ANTIOXIDANT  
 
En l’organisme es formen molècules oxidants i electròfiles que poden perjudicar les cèl·lules de 
l‘organisme, aquestes molècules són espècies reactives d’oxigen (ROS), que es formen en 
situacions amb altes concentracions d’oxigen, el qual és tòxic. Quan el balanç entre aquestes 
espècies reactives, els oxidants; i les defenses antioxidants es perd, es produeix l’estrès 
oxidatiu, que està relacionat amb diferents malalties neurodegeneratives [16].  
4.3.1.MECANISMES DE DEFENSA ANTIOXIDANT 
 
Les cèl·lules tenen sistemes propis per contrarestar els efectes de l’estrès oxidatiu , això ho fan 
en dos fases:  
- La fase 1: utilitzen enzims antioxidants que metabolitzen els xenobiòtics i els hi fan 
reaccions de oxidació i de reducció per a estabilitzar-los [17].  
- La fase 2: els enzims redueixen la electrofilicitat dels metabòlits xenobiòtics mitjançant 
molècules com el glutatió o àcid glucurònic i també les fan estables [18]. Alguns dels 
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enzims d’aquesta fase tenen funció antioxidant com per exemple el NADPH o el 
superòxid dismutasa. 
Hi ha varis factors de transcripció que s’activen quan hi ha excés de ROS, alguns dels més 
estudiats són el factor nuclear κB (NFκB), la proteïna activadora 1 (AP1) i els factors nuclears 
eritroide-2 (NRF2). 
 
4.3.2.ELEMENTS DE RESPOSTA ANTIOXIDANT I NRF2 
 
La inducció de la transcripció dels gens que codifiquen per les enzimes de la fase 2 de la 
resposta antioxidant ajuda a protegir les cèl·lules contra el dany produït per l’estrès oxidatiu, 
els promotors d’aquests gens tots contenen una seqüència específica anomenada Element de 
Resposta Antioxidant (ARE) que pot ser activada per diferents compostos de forma natural 
[18,19].  
Es va descobrir que el factor de transcripció NRF2 té un paper important en l’activació de gens 
que contenen ARE, també es va veure que un canvi en la expressió gènica a partir de NRF2 i 
dels ARE’s té un efecte  protector davant de l’estrès oxidatiu.  
La proteïna NRF2 té una vida molt curta i es troba lligada a la proteïna Keap-1 que suprimeix el 
80% de la seva translocació nuclear i la seva activitat transcripcional, per tant, regula els seus 
nivells, però en presència de oxidants o electròfils, Keap-1 canvia la seva conformació i es 
trenca la unió entre  Keap-1 i NRF2 i per tant, aquesta última s’estabilitza, s’acumula al nucli i 
activa la transcripció de gens que contenen ARE i es formen els enzims de la fase 2.  
 
4.3.3. MECANISME ANTIOXIDANT ASSOCIAT AMB EL EFECTE PROTECTOR DELS 
ORGANOSULFURATS 
 
S’ha demostrat que alguns compostos organosulfurats, com per exemple S-Al·lilcisteïna, 
inhibeixen l’estrès oxidatiu relacionat amb l’envelliment i amb algunes malalties. Hi ha 
diferents mecanismes pels quals la S-Al·lilcisteïna pot inhibir l’estrès oxidatiu, com per 
exemple, netejant les espècies reactives d’oxigen, ja que té un grup tiol que fàcilment cedeix 
un protó per estabilitzar les espècies reactives [15,16]; inhibint les enzimes prooxidants com la 
òxid nítric sintasa o la xantina oxidasa [15] entre d’altres. Però en la que ens centrarem és en la 
seva capacitat per induir enzimes antioxidants i el factor NRF2. El consum d’all indueix la 
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producció d’ARE al cos, la seva presència fa que NRF2 es dissociï de Keap-1 i entri al nucli, 
posteriorment, s’uniran NRF2 amb els ARE i promouran la transcripció de gens antioxidants i 
enzims de la fase 2.  
 
4.4. CAPACITAT ANTIOXIDANT 
 
La capacitat antioxidant és el poder d’algunes molècules per anular la reactivitat i inhibir la 
generació de radicals lliures mitjançant una interacció directa amb aquests, és una font que un 
cop utilitzada s’esgota.  
 
4.5. PROPIETATS ANTIOXIDANTS 
 
Les propietats antioxidants són la capacitat per activar el sistema de detoxificació enzimàtic i 
per tant, inhibir els radicals lliures mitjançant una interacció indirecta, és una font inesgotable 
perquè pot activar enzims contínuament.  
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5. JUSTIFICACIÓ  
 
En la societat actual hi ha hagut una disminució del consum dels productes vegetals naturals i 
una tendència a abastir les necessitats de l’organisme amb diferents productes processats i 
nutracèutics, als quals se'ls hi atribueix diferents efectes beneficiosos per la salut, uns efectes 
beneficiosos que la majoria de vegades també estan presents amb el consum de l’aliment cru 
o de forma natural del qual provenen aquests productes processats. En el cas de l’all, això 
succeeix amb els seus subproductes que es troben al mercat actual, com seria l’extracte 
envellit d’all o les càpsules d’oli d’all amb els quals s’han fet diferents estudis en els efectes 
que produeixen els seus components en l’activació de la proteïna NRF2 i per tant en la 
resposta antioxidant.   
 
A més a més, en els casos en els que es consumeixen els vegetals crus hi ha una inclinació a 
treure diferents parts del vegetal i no consumir-los, per exemple, hi ha diferents tipus de plat o 
mètodes culinaris on es treu el germen de l’all, ja que és la part que més aporta les propietats 
organolèptiques característiques d’aquest aliment, i també es treu la pell o fulla exterior. El fet 
de treure aquestes parts comestibles dels vegetals, fa que no obtinguem tots els nutrients que 
aquests aliments ens ofereixen.    
 
La realització d’aquest estudi vol comprovar la capacitat antioxidant que té cada part de l’all, 
quina en té més i quina menys, vol veure si consumir l’all cru indueix la translocació i posterior 
activació de la proteïna NRF2, la qual està lligada als mecanismes de resposta antioxidant. Això 
es vol observar en les diferents parts de l’all, perquè sempre es consumeix la fulla de reserva i 
es treu la fulla de protecció i les altres parts. Com les altres parts són subproductes de desfet, 
es coneix poc la relació que té la seva composició amb la capacitat antioxidant, per aquest 
motiu seria interessant investigar-ho i veure si es podrien arribar a consumir de forma natural 
o en forma de nutracèutic.  
 
 
 
 
 
 
 
13 
 
6. OBJECTIUS 
 
L’objectiu principal del treball és avaluar els efectes antioxidants de les diferents parts de l’all 
en l’estabilitat de NRF2 mitjançant un procés in vitro en cultius cel·lulars intestinals.  
 Els objectius secundaris són:  
- Avaluar la capacitat antioxidant de les diferents parts de l’all cru i de l’all digerit, 
mitjançant l’extracció dels seus antioxidants i de la digestió in vitro.  
- Avaluar la capacitat de l’all digerit d’activar la translocació al nucli del NRF2. 
- Avaluar la capacitat antioxidant del citosol de les cèl·lules CACO2 desprès de la seva 
exposició a l’all digerit.  
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
14 
 
7. MATERIAL I MÈTODES 
7.1 MATERIAL  
 
Es va utilitzar diferents caps d’all del mercat local i de la varietat d’all morat (Imperio). 
7.2 MÈTODES 
7.2.1. DIGESTIÓ IN VITRO I FRACCIÓ INDIGERIBLE 
 
Es van agafar els caps d’alls i es va separar la fulla de floració, la fulla de protecció i la fulla de 
reserva, es van posar en tubs de centrífuga i es van congelar a -80º, posteriorment, es van 
liofilitzar durant vint-i-quatre hores i es van triturar amb un molinet.  
Un cop les mostres estaven triturades, es va pesar el tub amb tap i se li va introduir 0,3g±0,005 
de cada mostra, amb tres repeticions de cada una de elles i dos tubs control. 
 Se li va afegir a cada tub 10ml de tampó HCl/KCl amb pH 1,5 i desprès es va ajustar el pH de 
totes les mostres mitjançant un pH-metre i els reactius HCl 2M i NaOH 2M. Un cop va estar el 
pH ajustat se li va afegir 0,2ml de pepsina (300mg/ml) i es va incubar durant una hora a 37ºC.  
Desprès de la incubació es va afegir 4,5ml de tampó fosfat 0,1M amb pH 7,5 a cada mostra, i 
en aquest cas es va ajustar el pH a 7,5. Posteriorment, es va agregar 5ml de pancreatina de 
porc (5mg/ml) i es va deixar incubar durant sis hores a 37ºC. 
Desprès de la incubació, es va afegir 9ml de tampó tris-maleat amb pH 6,9 i es va tornar a 
ajustar el pH, desprès es va afegir 1ml de α-amilasa (12mg/ml) i es va incubar durant setze 
hores a 37ºC. Finalment, es va deixar refredar, es va centrifugar a 3000 rpm durant deu minuts  
i es va recollir el sobrenedant de totes les mostres, en aquest sobrenedant es va igualar el 
volum a 30ml i es va ficar a congelar a -80ºC. 
El residu o sediment de la centrífuga es va ficar al forn durant tota la nit a 100ºC, al dia següent 
es va ficar en un dessecador durant trenta minuts per a que no absorbís l’ humitat de l’aire i 
desprès es va pesar el seu contingut per poder calcular així el percentatge de fracció 
indigerible que contenien les mostres. El càlcul es va fer mitjançant aquesta fórmula:  
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7.2.2. EXTRACCIÓ DELS ANTIOXIDANTS 
 
Per extreure els antioxidants es van utilitzar les mostres crues que prèviament s’havien 
liofilitzat i picat. Vam afegir en tubs nous 0,02g de mostra en 1ml de metanol:H2O:HCl 
(496:496:8), es va deixar la barreja en agitació durant una hora, desprès es va ficar a la 
centrífuga a 40rpm durant deu minuts i es va treure el sobrenedant, el qual el vam ficar en un 
eppendorf nou. 
En el sediment restant se li va afegir 1ml de Acetona:H2O (70:30) i es va deixar una hora en 
agitació, desprès es va ficar a la centrífuga a 3000rpm durant deu minuts i es va tornar a treure 
el sobrenedant. El residu es va tirar i es van ajuntar els dos sobrenedants de les diferents 
mostres, finalment, es va igualar el volum a 2ml mitjançant una barreja de 2ml acetona:2ml 
metanol i es van congelar les mostres a -80ºC.  
 
7.2.3. DETERMINACIÓ DE LA CAPACITAT ANTIOXIDANT DE L’EXTRACTE QUÍMIC 
DELS ANTIOXIDANTS, DE L’EXTRACTE FISIOLÒGIC I DEL CITOSOL DE LES CÈL·LULES 
CACO2 
 
Per determinar la capacitat antioxidant es va utilitzar el mètode FRAP (The Ferric Reducing 
Ability of Plasma), que determina la capacitat de reducció fèrrica que té una mostra. A pH baix 
i en presència de un reductor, el complex de tripiridiltriazina (TPTZ) amb Fe(III) es redueix de 
forma ferrosa, desenvolupant un intens color blau amb una absorció màxima a 595nm.  
Es van utilitzar els reactius: 
- Tampó acetat 0,3M pH 3,6 (3,1g de CH₃NaO₂3H₂O +16ml C₂H₄0₂/L de dissolució 
tampó). 
- TPTZ en HCl 40mM (0,0312g TPTZ i enrasar fins 10ml amb HCl 40nM). 
- FeCl₃6H₂0 20nM (0,135g de FeCl3 dissolt en H₂O i enrasat a 25ml). 
- Reactiu FRAP amb 20ml tampó + 2ml TPTZ + 2ml solució FeCl₃. 
Es va fer una corba de calibrat Trolox (Figura 1) on es va preparar una solució mare de 1000µM 
de concentració, es va diluir en etanol i enrasar amb aigua milli-Q i es va posar la barreja a les 
cubetes amb les concentracions referides en la Taula 1.  
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Figura 1. Corba de calibrat FRAP-Trolox. En la figura s’observa la corba de calibrat formada 
per micromols equivalents de Trolox i l’absorbància. 
 
Corba Aigua milli-Q (µl) Mare (Trolox)(µl) 
0 1000 0 
100 900 100 
250 750 250 
500 500 500 
750 250 750 
1000 0 1000 
 
Taula 1. Concentració de mostra mare per fer la corba Trolox. En la taula s’expressa les 
quantitats de mostra mare i de aigua milli-Q en µl que es va utilitzar per fer la corba de 
calibrat. 
Alhora, també es va utilitzar una placa Elisa, on a cada cubeta es va posar 225µl de reactiu 
FRAP,  22,5µl de H₂O i 7,5µl de mostra, un cop introduït es va agitar el contingut de cada 
cubeta i es va deixa incubar 30minuts a 37º, finalment es va llegir l’absorbància a 595nm 
mitjançant l’espectrofotòmetre.  En el cas del citosol de les cèl·lules CACO2, es va llegir 
l’absorbància cada cinc minuts durant 30 minuts.  
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7.2.4. AVALUACIÓ DE LES PROPIETATS ANTIOXIDANTS DE LES DIFERENTS PARTS 
DE L’ALL EN CÈL·LULES CACO₂ 
7.2.4.1.  CULTIU CEL·LULAR DE CACO₂ 
 
Les cèl·lules CACO₂ es van sembrar en dos plaques de sis pouets, sembrades 2/3 de confluència 
cadascuna. En cada pouet, el qual tenia una capacitat de 2ml, es va afegir 20 µl de aminoàcids 
no essencials (NEAA), 8µl de Penicilina-Estreptomicina (P/S), 1,588ml de medi DMEM i 0,4ml 
de les mostres del digerit d’all amb tres repeticions, i dels enzims, amb dos repeticions. 
Desprès es va incubar durant quatre hores a 27ºC. 
Passades les quatre hores, es van fer dos rentats amb tampó fosfat 1x (PBS) i mentre es va 
preparar el següent pas es va deixar incubant a 4ºC. 
 
7.2.4.2. LISI CEL·LULAR PER OBTENCIÓ DEL EXTRACTE DEL NÚCLI I DEL CITOSOL DE 
LES CÈL·LULES 
 
Per fer la extracció de les proteïnes del nucli i del citosol, primer es va recollir el medi de cultiu 
de les plaques wells mitjançant dos rentats amb PBS 1x i desprès se li va afegir 0,5ml de 
cèl·lules tripsinitzades. Es va centrifugar 700g a 2500rpm durant cinc minuts i a 4ºC, desprès es 
va tirar el sobrenedant i es va afegir 1ml de PBS, es va centrifugar un segon cop 700g a 
3000rpm durant cinc minuts a 4ºC, es va tirar el sobrenedant i es va resuspendre el precipitat 
en 50µl de tampó lisis A (pH 7,9), que va ser preparat anteriorment amb HEPES 10Mm pH 7,9, 
MgCl₂ 1,5mM, KCl 10 mM, DTT 0,5 mM, PMSF 0,2 mM, H₂O i un cocktail inhibidor de 
proteases(100x). Desprès, es va vortejar deu segons i es va incubar deu minuts a 4ºC, es va 
centrifugar 14.000g  a 3000rpm durant dos minuts a 4ºC i es va guardar el sobrenedant, que 
era el que contenia el citosol. 
El sediment es va resuspendre en 50µl de tampó de lisis B (pH 7,9), que va ser preparat també 
anteriorment amb HEPES 20mM pH7,9, Glicerol 25%, NaCl 420mM, MgCl₂ 1,5mM, EDTA 
0,2mM, DTT 0,5mM, Leupeptina 2,5µg/ml, PMSF 0,2mM, cocktail inhibidor de proteases 
(100x) i H₂O. La nova suspensió es va passar pel vòrtex deu segons i es va incubar durant vint 
minuts a 4º, finalment, es va centrifugar a 14000g durant vint minuts a 4ºC i es va recollir el 
sobrenedant, que en aquest cas contenia el material del nucli.  
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7.2.4.3. PREPARACIÓ DE MOSTRES I WESTERN-BLOT  
 
Per poder fer el Wester Blot correctament, es va utilitzar el mètode de Bradford per 
quantificar la quantitat de proteïnes que hi havia a les mostres. Es va diluir la mostra 
homogeneïtzada amb aigua destil·lada amb una concentració 1:10 (5µl de mostra i 45µl aigua 
destil·lada) i es va preparar la corba patró de BSA(Figura 2) amb les concentracions referides a 
la Taula 2. 
 
Figura 2. Corba de calibrat de Bradford.  A la figura es mostra la corba de BSA, on es 
relacionen l’absorbància de les mostres amb la seva concentració de BSA, que està 
relacionada amb la massa de proteïna.  
 
BSA (µl) Aigua milli-Q (µl) Concentració (µg/µl) 
0 160 0 
1 159 0,000625 
6 154 0,00375 
14 146 0,00875 
20 140 0,0125 
40 120 0,025 
 
Taula 2. Concentració de mostra mare per fer la corba patró BSA. En la taula s’expressa les 
y = 0,0459x - 0,0147 
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quantitats de mostra mare i de aigua mili-Q en µl que es va utilitzar per fer la corba de 
calibrat, i la concentració que representa. 
Desprès de preparar la corba en una placa Elisa, es va ficar  157µl H₂O, 3µl de mostra i 40µl de 
reactiu Bradford a cada pouet, es va deixar reaccionar deu minuts i es va llegir l’absorbància a 
l’espectrofotòmetre a 596nm, mitjançant la corba es va poder quantificar la quantitat de 
proteïna a la mostra. 
Un cop van estar quantificades les proteïnes,  es van carregar 20µg de proteïna de cada mostra 
en dos cubetes d’electroforesi, amb dos gels cada una i es va ficar a fer la electroforesi durant 
una hora a 15mA per cada gel. Mentrestant, es van agafar quatre membranes, un per cada gel 
i es van submergir en metanol i es van deixar en agitació durant tres minuts, desprès es va 
treure el metanol i es va ficar el tampó Transfer al 20% per a que no es sequessin. 
Es va fer la transferència dels resultats a les membranes a 100V constants durant una hora, un 
cop traspassats es van ficar cada membrana en una cubeta i se li va afegir 20ml de i-block, 
posteriorment es va agitar durant una hora, desprès es va afegir a les membranes dos tubs de 
senyalitzador de NRF2 (H-300: sc-13032, Santa Cruz Biotechnology, Inc), un tub de 
senyalitzador del citosol GRB2 (C-23: sc-255, Santa Cruz Biotechnology, Inc), un tub de 
senyalitzador del nucli PARP-1/2 (H-250: sc-7150, Santa Cruz Biotechnolgy, Inc) i es va deixar 
incubar durant tota la nit a 4ºC.  
Al dia següent, es van fer tres banys de les membranes amb TBST 0,05x cada quatre minuts i 2 
banys amb TBS cada quatre minuts també. Alhora es va anar preparant un anticòs secundari 
(3,5µl/100ml), quan ja  estaven els banys fets, es van buidar les cubetes i es va tirar l’anticòs 
secundari a sobre de les membranes, es va deixar en agitació durant quaranta-cinc minuts i 
desprès d’aquest temps, es va tornar a fer cinc rentats amb TBST i TBS.  Finalment, es va llegir 
les membranes amb un kit de luminescència compost de 1,5ml aigua oxigenada i 1,5ml 
luminol, es van  afegir els reactius a sobre de les membranes i es va esperar 4 minuts per 
poder-ho llegir amb QUEMIDOC, els resultats un cop llegits es van passar pel programa 
ImageLab version 5.0, 2013 BIORad Laboratories per poder quantificar com de fosc estava i per 
tant, com de immunoreactiu era.  
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7.2.5. ANÀLISI ESTADÍSTIC 
 
Per poder comparar els resultats es va utilitzar anàlisis estadístics descriptius, la mitjana de les 
tres repeticions de cada mostra amb la seva desviació estàndard corresponent com a valor de 
dispersió. Es va utilitzar l’anàlisi de variància, per si hi havia diferència entre els dos grups i la 
prova post-HOC per poder fer comparacions en parells de mostres mitjançant “List Significance 
Difference” (LSD) de Fisher. Per la correlació del nucli,  el citosol de les cèl·lules i el FRAP es va 
utilitzar la correlació de Pearson. 
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8. RESULTATS I DISCUSSIÓ 
8.1 DETERMINACIÓ DE LA CAPACITAT ANTIOXIDANT DE LES MOSTRES 
EN L’EXTRACTE QUÍMIC DELS ANTIOXIDANTS  
 
En els resultats del FRAP de les mostres en cru, els quals es mostren en la Taula 3, es va 
observar que les parts de l’all amb més capacitat antioxidant eren les mostres de l’extracte de 
la fulla de protecció seguits de l’extracte de la fulla de floració. En canvi, els resultats de 
l’extracte de la fulla de reserva eren significativament diferents, tenien una concentració 
inferior i per tant, inferior capacitat antioxidant. Aquesta informació té un paper important en 
la alimentació, ja que en la nostra cultura i en l’art culinari, s’acostuma a menjar només la fulla 
de reserva, per tant només estem aprofitant una petita part de la gran capacitat antioxidant 
que conté l’all. Guiant-nos per aquests resultats i segons la informació proporcionada pel 
Ministeri d’Agricultura, Alimentació i Medi ambient; a Espanya es consumeix aproximadament 
70kg d’all per càpita, això representaria el consum de 1060,5 micromols equivalents de  Trolox 
de consum teòric per persona al dia. Si a més a més a aquest consum li sumem, la fulla de 
protecció, el consum final seria de 1509,3 micromols equivalents de Trolox per persona al dia 
[19]. 
 
8.2 DETERMINACIÓ DE LA CAPACITAT ANTIOXIDANT DE LES MOSTRES 
DIGERIDES   
 
En els resultats del FRAP de les mostres digerides en la Taula 3, s’observava un patró similar als 
resultats de les mostres en cru. Les mostres que tenien més capacitat antioxidant eren el 
digerit de la fulla de protecció, el qual era significativament diferent dels altres, seguit del 
digerit de la fulla de floració i per últim el digerit de la fulla de reserva. 
Mostra MicroM equivalents 
de Trolox/g mostra 
digerida 
Mostra MicroM equivalents 
de Trolox/g mostra 
d’extracció 
D.Protecció 10,2±0,2* E. Protecció 10,2±0,5 
D.Floració 5,4±0,7 E. Floració 9,8±3,4 
D.Reserva 5,3±1,4 E. Reserva 5,5±1,3* 
 
Taula 3. concentració de micromols equivalents de Trolox/g mostra: la taula representa la 
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mitjana dels resultats del FRAP de les tres repeticions de cada mostra, tant els extractes, com 
els digerits; i la desviació estàndard d’aquests. Les mostres amb una diferència significativa 
estan indicades amb una asterisc(*). 
També es va advertir a la Taula 3, que no hi havia diferencia significativa entre els diferents 
mètodes d’extracció utilitzats, en els resultats de les mostres de l’extracte de protecció i els 
resultats en el digerit de protecció, en ambdós casos els resultats mostraven una alta capacitat 
antioxidant molt similar, tampoc semblava que hi hagués gairebé diferencia entre els resultats 
del extracte i el digerit de la fulla de reserva. En canvi, en el cas de la mostra de floració es va 
veure una clara diferencia entre l’extracte i el digerit, però no era estadísticament significativa, 
en el primer es veia una alta capacitat antioxidant, mentre que en el segon els nivells de 
concentració eren inferiors. Aquests resultats són similars als de la literatura [20], i portat a la 
pràctica, indiquen que el sobrenedant del digerit, és a dir el que nosaltres absorbiríem, segueix 
tenint una capacitat antioxidant similar a la capacitat que tenia en cru, per tant si fem 
l’extrapolació de les dades obtingudes, el consum anual real seria de 377.300 microM 
equivalents de Trolox en el cas que només es consumís la fulla de reserva i de 548.800 microM 
equivalents de Trolox en el cas que es consumís la fulla de reserva juntament amb la de 
protecció. Aquests resultats, els quals són menors que en l’extracte de l’all, suggereixen que 
durant la digestió només es produiria entre un 1-2,5% de la pèrdua de capacitat antioxidant de 
l’all [19]. 
 
8.3 AVALUACIÓ DE LES PROPIETATS ANTIOXIDANTS DE LES 
DIFERENTS PARTS DE L’ALL 
8.3.1. TRANSLOCACIÓ DE NRF2 AL NUCLI DE LES CÉL·LULES  
 
La determinació de les propietats antioxidants no es exacta, ja que no hi ha un consens en la 
forma de mesurar-la, per això, es va utilitzar dos mètodes diferents per analitzar les mostres, 
en primer lloc, la translocació de NRF2 del citosol al nucli i en segon lloc, la capacitat 
antioxidant del citosol de les cèl·lules CACO₂, que representa  els antioxidants endògens i 
l’activitat enzimàtica.  
En els resultats del Wester Blot (Figura 3), es va produir la translocació de  NRF2 al nucli de la 
majoria de mostres menys al de la mostra de protecció 2. Les mostres que suggerien tenir més 
concentració de NRF2 al nucli desprès de la translocació eren les mostres de Floració i les 
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mostres de Reserva. Tot i això, no hi havia diferència significativa entre la concentració de 
NRF2 del nucli de les cèl·lules.   
 
  
  Figura 3. Diferència de concentració de NRF2 al nucli de les cèl·lules CACO2: en aquest gràfic es 
representa la diferència de concentració de NRF3 entre el nucli de les cèl·lules de les diferents 
mostres, de cada qual hi ha tres repeticions; i dels controls, dos repeticions pels enzims. 
 
En el cas del citosol de les cèl·lules, semblava que el que més concentració de NRF2 tenia eren les 
mostres de reserva seguides de les de floració, tot i que tampoc hi havia diferència significativa. El 
fet de que la fulla de protecció tingui una concentració de NRF2 alta citosol, pot ser degut a que 
tingui una retroalimentació i per tant, es regeneri el NRF2 al citosol.  
Es va comparar la relació de concentració de NRF2 nucli-citosol de les cèl·lules i es va veure que les 
mostres de fulla de reserva i de protecció eren les més altes, per tant tots els resultats suggerien 
que tot i que hi havia diferència significativa en la capacitat antioxidant del digerit, sobretot de la 
fulla de protecció, quan ho trasllades a un ésser viu no es pot aplicar i per tant, s’ha de repetir.   
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Figura 4. Diferència de concentració de NRF2 al citosol de les cèl·lules CACO2: en aquest gràfic es 
representa la diferència de concentració de NRF3 entre el citosol de les cèl·lules de les diferents 
mostres, de cada qual hi ha tres repeticions; i dels controls, dos repeticions pels enzims.  
 
 
8.3.2. ACTIVITAT ANTIOXIDANT CITOSOL  
 
Els resultats del FRAP del citosol de les cèl·lules, els quals es representen en la Taula 4, ens van 
evidenciar que tot i que la mostra de protecció semblava tenir una mica més de capacitat 
antioxidant, la diferencia entre aquesta,  les altres mostres i entre els enzims no era significativa, 
amb p.0,8202, per tant, la translocació de NRF2 al nucli no va induir cap canvi en l’activació de 
NRF2, ni en els enzims. 
 
 
    Mostra Micromols equivalents de Trolox/g mostra 
Protecció 34,19±2,784 
Floració 30,82±2,814 
Reserva 32,17± 6,185 
Enzims 31,83± 5,00 
 
Taula 4: Concentració de microM equivalents de trolox/g mostra en el citosol de les cèl·lules 
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CACO2: La taula mostra la mitjana  dels resultats del FRAP del citosol de les cèl·lules CACO2 i 
la desviació estàndard d’aquestes.  
També es va comparar els resultats de ambdós mètodes de mesura de la capacitat antioxidant, 
representats en la Figura 5, i es va veure que no hi havia correlació, tot i que es va veure una 
lleugera tendència negativa, és a dir, a més concentració de NRF2 en el nucli de les cèl·lules, 
menys capacitat antioxidant. Això podria ser degut a diferents motius (Figura 6), podria estar 
induint dany oxidatiu i per tant, va perdent capacitat antioxidant conforme la va utilitzant. 
 
Figura 5: Comparació FRAP citosol vs. Concentració NRF2 nucli/citosol: en la gràfica es 
mostra, mitjançant una línia de tendència, la correlació entre la concentració de microM 
equivalents de Trolox/ g de mostra del citosol de les cèl·lules CACO2 i entre la diferència de 
concentració de NRF2 entre el nucli i el citosol de les cèl·lules CACO2 
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Figura 6. Relació de la translocació de NRF2 i dany oxidatiu de l’organisme.  En la figura 
s’explica les quatre possibilitats que hi ha.  
En resum, sembla ser que les parts que més capacitat antioxidant tenen tant de forma crua 
com digerida són la fulla de protecció i la fulla de floració, a més a més, quan s’extrapola a les 
cèl·lules CACO2 els resultats de la fulla de protecció també són els més alts, encara que la 
diferència entre els valors no és suficient i no és significativa.  No obstant, aquesta major 
capacitat antioxidant no sembla produir un increment en les propietats antioxidants in vitro 
del cultiu cel·lular analitzat, a més a més, en el cas de la floració i de la protecció la 
accessibilitat enzimàtica és nul·la, ja que a la digestió va sortir gairebé el 100% de fracció 
indigerible, mentre que en el cas de la fulla de reserva tenia un 70% dels components 
digeribles. Tot i aquests resultats de la digestió no es veuen reflectits en la diferència de la 
capacitat antioxidant de l’extracció i del digerit, això pot ser perquè hi ha diferències 
qualitatives i quantitatives.  
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9. CONCLUSIÓ 
 
Les diferents parts de l’all són capaces de induir la translocació de NRF2 del citosol al nucli de 
les cèl·lules CACO2. 
La fulla de protecció i la fulla de floració són les parts de l’all que tenen més capacitat 
antioxidant tant en l’extracció química dels antioxidants de l’all, com en una extracció 
fisiològica com seria l’all digerit.  
En relació a la concentració Nucli/citosol de NRF2, les mostres que més han induït la 
translocació de NRF2 són la fulla de protecció, seguit de la de reserva, tot i això al comparar-ho 
amb la capacitat antioxidant del citosol, es veu que no hi ha correlació significativa, per tant 
s’haurien de repetir les proves com a mínim un segon cop per poder assegurar els resultats i 
que fossin fiables.  
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